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© Verfahren zur fermentativen Herstellung von L-Lysin. 

© Verfahren zur Herstellung von L-Lysin. bei dem man rekombinante DNA die aus einem DNA-Fr^ment das 
elne fQr die Produktion von Proteinen. die zu einer Aspartyl-*-semia^ 

zur Deregulation der Aspartat-Kinase (lysC) fuhren, kodierende genetische Sequenz auswe,st ^d.e ^ finem 
Mikroorglnismus der Gattung Cory nebacteri urn Oder Brevibacterium stammt undaus Vektor DNA Jb-*t« 
einen Mikroorganismus der Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium .nsenerL den so erhaltenen Trans- 
formanten in einem geeigneten Medium zuchtet und das gebildete L-Lysin daraus abtrennt 
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Verfahren zur f rmentativen Herstellung von L-Lysin 



Die Erfindung betriftt ein. Verfahren zur fermentativen Herstellung von L-Lysin. 

Corynebacterium glutamicum und verwandte Gattungen wie z. B. Brevi bacterium lactofermentum und 
Brevibacterium flavum sind als Aminosauren bildende Mikroorganismen bekannt 

Um die Produktivrfit zu err»6hen, ftlhrt man kUnstliche Mutationen durch. 
s Beispiele fUr so erzeugte kUnstliche Mutanten sind z. B. Lysin produzierende StSmme von Corynebac- 
terium glutamicum, die neben einer AEC-Resistenz (AEC = S-2-Aminoethylcystein) eine dam it gekoppette 
Homoserin-und Leucin-Auxotrophie (US-PS 3 708 395) zeigen Oder sensitiv gegenUber Methionin sind (US- 
PS 3 871 960). 

Neben dieser kiassischen Methode wurden Vektorsysteme entwickett. die die Transformation von 
to Mikroorganismen der Gattungen Corynebacterium und Brevibacterium ermoglichen (DE-OS 3737719, De- 
OS 3841453. Thierbach G., Schwarzer A., POhler A, Appl. Microbiol. Biotechnol. 29 (1988) 356-362). 

In der EP-A-0219 027 wird ein Verfahren zur Herstellung verschiedener Aminosauren beschrieben, bei 
dem man mit rekombinanter DNA Mikroorganismen der Gattungen Corynebacterium und Brevibacterium 
transformlert und so die Ausscheidungsmenge von Aminosauren erhtiht 
is Die rekombinante DNA enthSIt dabei ein fur die Synthese von Aspartatsemialdehyd-Dehydrogenase 
Oder Aspartataminotransferase kodierendes DNA-Fragment. 

Aus der US-PS 4,346,170 ist die Klonierung einer die Lysinbildung kontroliierenden genetischen 
information in E. coli bekannt. die aus einem Stamm derselben Gattung mit einer Resistenz gegen eine L- 
Lysin-analoge Verbindung wie z.B. AEC stammt. 
2D Der Gegenstand der US-PS 4,560.654. liegt auf demselben Gebiet In diesem Fail wird jedoch in einem 
Lysin-auxotrophen Stamm von Corynebacterium glutamicum eine genetische Information aus einem AEC- 
resistenten Stamm derselben Gattung ktoniert mit der Folge, daJ3 Lysin ausgeschieden wird. 
Die Identitat des kloniertenDNA-Fragments wird nicht offenbart 

Auch der EP-A-88166 ist nur zu entnehmen, dafi ein Stamm von Cglutamicum Lysin ausscheidet 
25 nachdem er durch Tranformation den Phanotyp der AEG-Resistenz erworben hat 

Das fur diesen Zweck eingesetete rekombinante Plasmid pAecS enthalt ein 3.9 kb Fragment chromoso- 
maler DNA eingefugt an der Bglll-Schnrttstelle des Vektors pCG 11. 

Aufgabe der Erfindung ist, die Regulierbarkeit eines wichtigen Enzyms der Lysin-Biosynthese in einem 
Mikroorganismus der Gattung Corynebacterium Oder Brevibacterium so zu verandem, dafl entweder eine 
30 Lystn-ausscheider resultiert oder die Rate der Lysin- Ausscheidung erhdht wird. 

Die Erfindung betriffi ein Verfahren zur Herstellung von L-Lysin, das dadurch gekennzeichnet ist, dafi 
man rekombinante DNA, die aus einem DNA-Fragment. das eine fOr die Produktion von Proteinen. die zu 
einer Aspartyl-^-semialdehyd-Dehydrogenase (asd) Aktivitat und/oder zur Deregulation der Aspartat-Kinase 
(rysC) fOhren, kodierende genetische Sequenz aufweist, die von einem Mikroorganismus der Gattung 
as Corynebacterium Oder Brevibacterium stammt, und aus Vektor DNA besteht, in einen gegebenenfalls Lysin- 
produzierenden Mikroorganismus der Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium inseriert den so 
erhaltenen Transformanten in einem geeigneten, an sich bekannten Medium zuchtet und das gebildete L- 
Lysin daraus mit bekannten Methoden abtrennt 

Als DonorstSmme konnen alle. bevorzugt L-Lysin produzierende Bakterien der Gattung Brevibacterium 
40 und Corynebacterium dienen, die die entsprechenden DNA-Sequenzen enthatten. insbesondere aber 
Corynebacterium glutamicum DM 58-1, das durch Mutagenese von Corynebacterium ATCC 13032 mit 
Ethyimethansulfonat entwickett wurde und AEG-Resistenz zeigt 

Dieser Stamm ist unter der Nummer DSM 4697 hinterlegt, wo er als Wirtsbakterium fur das Plasmid pDM6 
dient Dieses kann der Fachmann nach bekannten Verfahren abtrennen und so den Stamm DM58-1 
45 erhalten. (FEMS Microbiology Review 32 (1986) 149-157) 

Die chromosomale DNA wird aus dem Donor auf bekannte Weise extrahiert und mit Restriktionsendo- 
nucleasen behandett 

Nach der Konstruktion der rekombinanten DNA durch EinfOhrung des chromosomalen DNA-Fragments in 
einen Vektor erfolgt die Transformation des Mikroorganismus mit dem so gewonnenen Plasmid, erfindungs- 
so gemafl beispielsweise mit pCS2, dessen Restriktionskarte in Abb. 2 dargestellt ist und das in dem Stamm 
Corynebacterium glutamicum DM2-1/pCS2 unter der Nummer DSM 5086 bei der Deutschen Sammlung fOr 
Mikroorganismen und Zellkulturen nach dem Budapester Abkommen hinterlegt wurde. 

Ein bevorzugtes Vektorsystem stellt pZ1 (hinterlegt in Corynebacterium glutamicum DM 274-2 unter der 
Nummer DSM 4241) dar oder auch pCV34, pCV36. *pCVX4, pCVXIO. pCVX15, pZ9 und pZ8-1 (DE-OS 
3841 454.6) oder pCV35. pECM3. pECM1 (DE-OS 3841 453.8). 

2 

BNSDOCID: <EP 0367527A1 I > 



EP 0 387 527 A1 



is 



Verwendbar sind aber auch die aus der EP-A-93 611 bekannten zusammengesetzten Plasmide, soweit sie 
in Corynebakterien Oder Brevibakterien selbst replizieren. insbesondere pAJ 655. pAJ 611, pAJ 440. pAJ 
1844 und pAJ 3148 aber auch pCG 11. pCE 54 (s. EP-A 0 233 581). ebenso pUL330 (Santamana, R.I. et 
a!.. J. Bacteriology 1 62 (1 985) 463-467). 
s Gegenstand deFAnmerfdung sind ebenso die rekombinante DNA enthaitenden Mikroorgantsmen der 
Gattungen Corynebacterium Oder Brevibacterium und ihre Verwendung zur Hersteilung von L-Lysin durch 

Fermentation. _ n r*\ 

Das klonierte DNA-Fragment (s. Abb. 2) enthart nur einen Bruchteil des Aspartat-Kinase Gens QysC) 
sowie das vollstandige Gen der Asp*rtyl-^semialdehyd-Oehydrogenase (asd), wie aus der Sequenzanaiyse 

to erkennbar ist _ M 

Der Bruchteil dieses Aspartat-Kinase Gens besrtzt eine zur 0-Untereinheit der Aspartat-Kinase II aus 

B.subtilis homologe DNA-Sequenz. 

Alle Tranformanten. deren Plasmid diese Sequenz aufweist (pCS2, pCS21. pCS22. pCS23. pCS24 
pCS26 pCS233), enthalten eine verglichen mit dem chromosomal codierten Enzym aus ATCC 13032 
bezuglich der feed-back Inhibitoren L-Lysin und L-Threonin deutlich desensibilisierte AspartatMnase und 
zeigen AEC-Resistenz. 

Die aus Homologievergleichen gezogenen SchlOsse nach denen das Pst I Xhol Gentragment aus 
DM58-1 nur ein Teil des lysC Gens (AK), aber das vollstandige asd-Gen beherbergt. konnten durch 

Enzymmessungen eindeutig bestatigt werden. nn 

Kein mit pCS2 oder einem pCS2-Derivat transformierter C.glutamicum ATCC13032 Stamm enthart 
Uberrascnenderweise eine gegenuber dem Empfangerstamm erhohte Aspartat-Kinase Aktivitat (Tabelle 4, 

SPa ^mgegenQber ist in alien Transformanten. deren Plasmide das asd-Strukturgen enthalten. eine starke 
Oberexpression der Aspartyl-^semialdehyd-Dehydrogenase (ASA-DH) nachweisbar (Tabelle 4. Spalte 2. 
Abb. 3 und 4). Die Plasmide pCS23 und pCS23-Derivate fuhrend erwartungsgemSB nicht zu einer 

Oberexpression der ASA-DH. 

Die bei Klonierung des erfindungsgemaflen DNA-Fragments mit Hilfe von pCS 2 und daraus abgelerte- 
ten Derivaten eintretende starke Oberexpression der ASA-DH gewahrleistet eineeffiziente Umsetzung des 
Produkts der Aspartat-Kinase Reaktion. dem tf-Aspartylphosphat. wodurch eine Beschleunigung der nicht 
30 mehr inhibierbaren Aspartat-Kinase Reaktion eintritt. 

Aufgrund der hohen LabilitSt der ASA-DH schwanken die Faktoren der aus der spezrfischen Aktivitat 
kalkulierbaren Oberexpression von 31 - 65. c nnr 

GegenUber dem Stand der Technik ergibt sich eine wesentiiche Veremfachung daraus. dafl erstens nur 
ein Bruchteil des lysC Gens, der zu einer Deregulation der Aspartat-Kinase fuhrt, isoliert werden mufl. um 
eine Lysin-Ausscheidung zu bewirken oder zu verbessem. und zweitens aufgrund der Organisation von h^sC 
und asd in einem Operon so dass. das asd-Gen ohne zusatzlichen exp. Aufwand aufgrund der mit dem 
mutierten lysC-Gen auftretenden AEC-Resistenz zusammen mit dem lysC^Gen isoliert werden 
kann.Umgekehrt kann mit Hilfe von asd-Mutanten das lysC + asd enthaltende DNA-Fragment isoliert 
werden und zwar unabhangig davon. ob lysC mutJert ist Oder nicht. 
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1. Charakterisierung des Genspenders DM58-1 und Genempfangers ATCC13032 

45 1.1 Entwicklung und Phanotyp des Stammes DM58-1 

Der Stamm DM58-1 wurde durch Mutagenese von Corynebacterium glutamicum Stamm ATCC13032 
mit einer Ublichen Konzentration an Ethylmethansulfonat entwickelt. 

Die SelektJon erfolgte durch Ausplattieren des so erhaltenen Mutantengemischs auf Mm.maV-Agar der 
so Zusammensetzung *> g Glucose; 10 g (NH^SO.; 2.5 g Harnstoff; 1 g KH.PO.; 0.4 g M|^ft 2 mg 
FeSO*'7H 2 0; 1.5 mg MnSCVHaO; 300 ug Biotjn; 900 ug Thiamin und 20 g Agar pro 1 Aquadest (pH 7.0) 
der eine geeignete Konzentration an 5-Aminoethyl-D.L-Cystein (AEG) enthielt. Ein auf diesem Medjum 
ieilungsfahiger von einem solchen Selektionsmedium isolierter Won, spater als DM58-1 bezeichnet, tragt 
neben seiner AEC-Resistenz keine weiteren genetischen Marken. 
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1.2 Enzymgeharte an Aspartat-Kinase und Aspartyl-beta-semialdehyd Dehydrogenase in ATCC13032 und 
DM58-1 
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Die Stamme ATCC13032 und DM58-1 wurden unter direkt vergleichbaren Bedingungen in Standard 1 
Bouillon (Merck Art Nr. 7882) mft zusatzlichen 4 g/l Glucose und 1 mM MgCfe bei 30°C und 150 rpm bis 
zum Erreichen der frflh stationaren Phase kuttiviert und durch Zentrifugation vom Kutturmedium getrennt 
Man wascht 3 Mai mit 100 mM Tris/HCI (pH 7,5); 1 mM DTT und suspendiert die Feuchtzeilmasse In einem 
5 Volumenteil des gleiche Puffers. 

Die so suspendierten Zellen wurden in einer KugelmQhle (B. Braun Melsungen - MSK-Homogenisator, 
IMA-Disintegrator S) durch VerrOhren mit einer geeigneten Mange an Glasperien aufgeschlossen. Das 
Zellhomogenat wurde mittels Glasftltemutsche von den Glasperien getrennt und 30 Minuten bei 30000 x g 
klarzentrifugiert 

to Nach 15st0ndiger Dialyse in Enzym-stabilisierendem Puffer wurden die EnzymaktivitSten in folgenden 
Testgemischen bestimmt 

Aspartat-Kinase Test: 100 mM Tris/HCI (pH 7,5), 1 mM DTT, 400 mM (NmfcSO^ 20 mM MgCfe, 400 
mM NH 2 OH*HCI. 300 mM L-Aspartat, 40 mM ATP und verschiedene Mengen EnzymprSparatjon. 
Durch Zugabe von 750 ul einer Losung aus 10 % Fe Cl 3 6H 2 0; 3.3 % TCA; 0.7 N HCI zu 500 ul des 

is Enzymtestgemisches wird die Enzymreaktion nach 30 minUtiger Inkubation bei 37°C gestoppt. Aus der 
mittels Eichkurvenverfahren photometrisch (AE540 J bestimmten Aspartyl-beta-Hydroxamat Konzentration 
wird die in uMol/mg'min (U/mg) angegebenen Enzym aktivitat kalkultert Die zugehSrigen Proteinkonzentra- 
tionen wurden nach der Methode von Lowry et ai. (Lowry et al. J. Biol. Chem. 193, 265 (1951)) Oder 
Bradford (Bradford Anal. Biochem. 72. 248 (1976)) durchgefOhrL Der Aspartyl-tfjsemialdehyd Dehydrogena- 

20 se Test enthalt 120 mM Diethanolamin (pH 9.0); 40 mM Na AsO*; 1 mM NADP*; 5 mM L-Threonin; 13 mM 
Aspartyl-beta-semialdehyd und verschiedene Mengen Enzympraparation in einem Gesamtvolumen von 1 
ml. Die in uMol/mg'min (U/mg) angegebene Aktivitat wird Qber die photometrisch (AE540 »m) bestimmte 
NADPH Synthesegeschwindigkett berechnet. 

Tabelle 1 enthatt die spezifischen Enzymaktivitaten beider Enzyme in Rohextrakten identisch gezoge- 

25 ner und aufgearbeiteter Zellen von C. glutamicum ATCC13032 und DM58-1. Neben vergleichbaren 
Gehalten an Aspartat-Kinase beider Stamme enthalt die AEG resistente Mutante DM58- 1 im Vergleich zum 
Wildtyp ca Sfach erhohte Aspartyl-^-semialdehyd Dehydrogenase Aktivitat 

30 1.3 In vitro Hemmbarkeit der Aspartat-Kinase aus C. glutamicum ATCC13032 und DM58- 1 

Tabelle 1 zeigt. das die bereits von K. Nakayama et al. (K. Nakayama et aL Agr. Bioi. Chem. 30. 61 1 
(1966)) angedeutete und von S.N. Kara-Murza et al. (S.N. Kara-Murza Prikladnaya Biokhimiya; Mikrobiologia 
14. 345 (1978)) genauer untersuchte Hemmbarkeit des C. glutamicum Wildtyp- Enzyms durch uns reprodu- 
35 ziert werden konnte. Dem gegenQbergestellt ist der deutlich differente Charakter des Enzyms der AEC 
resistenten Mutante DM58-1. deren Aspartat-Kinase nicht mehr konzertiert durch L-Lysin + L-Threonin 
hemmbar ist Durch die am Enzym aus ATCC13032 Lysin-analog wirkenden Substanzen S-Aminoethyl-D,L- 
Cystein (AEC) wird das Enzym der Mutanten ebenfalls nur noch gering beeinfluflt 

40 
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Tabelle 1 
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Enzymgehatt und Eigenschaften von Aspartat-Kinase 
(AK) und Aspartyl-0-sernialdehyd Dehydrogenase 
(ASA-DH) aus C. glutamicum ATCC13D32 und DM58-1) 




Stamm 


ATCC13032 


DM58-1 




AK (U/mg) 


0,016 


0,011 


70 


ASA-DH (U/mg) 


0.06 


0.33 




Hemmstoff-Kombinationen 


AK-Hemmung 






10 mM L-Lys 


89 




76 


1 mM 








10 mM L-Lys 


95 






10 mM L-Thr 






20 


100 mM L-Lys 


99 


21 




10 mM L-Thr 








10 mM AEC 


12 


0 


25 


1 mM L-Thr 






10 mM AEC 


41 


0 




10 mM L-Thr 








100 mM AEC 


95 


7 


30 


10 mM L-Thr 








Abkurzungen: AEC S-(Aminoethyl)-D,L-Cystein 
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2. Klonierung eine DNA-Fragments von C. glutamicum Stamm DM58-1. das filr elne feed-back 
resistente Aspartat-Kinase kodiert. 

40 

2.1 Klonierung 

Gesamt-DNA wurde aus C. glutamicum Stamm DM58-1, wie bei Chater et al. (Chater et al. Curr. Topics 
Microb. Immunol. 96. 69 (1982)) beschrieben, isoliert und partiell mit dem Restriktionsenzym Pstl verdaut. 

45 Der vektor pZ1 (Abb. 1). der in der Deutschen Patentanmeldung 3737729.9 beschrieben ist . wurde m.t Pstl 
Hnearisiert und durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert Vektor-DNA und DM58-1 
DNA wurden gemischt und mit T4 DNA-Ugase, wie bei Maniatis et al. (Maniatis. T et al. Molecular Cloning. 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory 1982) beschrieben, behandelL 
Die Transformation von C. glutamicum ATCC13032 mrt dem Ligationsgemisch erfolgte. w.e be. Th.erbach et 

50 al (Thierbach G. et al. Applied Microbiology and Biotechnology 29. 356 (1988)) beschrieben. 



Abbildung 1 : Restriktionskarte des Plasmids pZI . 

55 Der dick gezeichnete Strich stellt den pHM1519-Anteil. und der dUnn gezeichnete Strich stellt den 
pACYC177-Anteil von p21 dar. Ap R : AmpiciHin-Resistenzgen; Km R : Kanamycin-Resrstenzgen. 
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Das Transformationsgemisch wurde auf RCG/E-Agar mrt 300 ug/ml Kanamycin ausplattiert und die 
Agarplatten eine Woche bei 30°C inkubiert. Anschlieflend wurden die Agarpiatten auf MM-Agar (Katsumata 
R. et al. J. Bact. 159, 306 (1984)) mit 50 mM AEG und 50 mM L-Threonin tlbergestampelt und einen Tag 
bei 30°C bebrQtetTBne Kolonie. die auf diesem Agar wachsen konnte wurde auf MM-Agar, der zusatzlich 
AEG, L-Threonin und 10 ug/ml Kanamycin enthielt ausgestrichen, um Einzelkolonien zu erhalten. Plasmid 
DNA wurde aus einem derartigen Klon isoltert. als pCS2 bezeichnet und zur Transformation von C. 
glutamicum ATCX513032 verwendet. 59 von 62 UberprUften Kanamycin-resistenten Transformanten erwiesen 
sich als resistent gegeniiber der Hemmung durch 50 mM AEC und 50 mM L-Threonin. Das Plasmid pCS2 
wurde weiterhin durch Restriktionskartierung charakterisiert Es enthalt eine ca. 9.9 kb lange Insertion in der 
Pstl-Schntttstelle des vektors pZ1, der eine Lange von 6.9 kb hat Die Restriktionskarte von pCS2 ist in 
Abbitdung 2 dargestellt 



Abbildung 2: Restriktionskarte des Plasmids pCS2 in linearisierter Form. 
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Der obere Teil der Rgur gibt die Position der verschiedenen Restriktionsschnittstellen wieder. Im 
unteren Teil der Figur sind verschiedene Regionen von Plasmid pCS2 dargestellt Die Insertionen von 
DM58-1 DNA ist als offener Balken dargestellt Das Ampiciilin-Resistenzgen von pZ1 ist schwarz hervorge- 
hoben, das Kanamycin-Resistenzgen ist durch Punktierung gekennzeichnet Die Obrigen pZI-Anteile von 
pCS2 sind durch Schraffur hervorgehoben. AbkQrzungen: BamHI. B; Bell, C; Sail. S; Sea, A: Smal, M; Xhol. 
X. 
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2.2 Charakterisierung der Aspartat- Ki nase- Akti vita t 

Aspartat-Kinase-Aktivrtat wurde in Stamm ATCC1303#pCS2. als positive Kontrolle in Stamm DM5*1 
und als negative Kontrolle in Stamm ATCC13032 gemessen. Die Stamme wurden In Standard I Bouillon, 
das mit 4 g/1 Glucose. 10 ng/ml Kanamycin und 1 mM MgCI 2 supplementiert war. kultlviert Kulturbedmgun- 
gen, Zeltemte. Zellaufschlufi und Bestimmung der Aspartat-Kinase wurden. wle unter 1.2 beschneben. 
durchgefUhrt Die Effektoren L-Lys, L-Thr und AEC werden jeweils als Stammlosungen in 100 mM Tns/HCI 
Puffer mit einem pH von 7.5 zugegeben. _ ^ „ M ^ 

Aspartat-Kinase-Gehalt und Hemmbarkert des Enzyms aus ATCCl3032/pCS2 sind in Tabelle 4 darge- 
stellt Obwohl der Stamm keine erhohte spezifische AktivitSt zeigte. konnte eine deutliche Desensibilisie- 
rung gegenOber den genannten Hemmstoffen nachgewiesen werden. deren Ausmafl den Grad der Deregu- 
lation des Enzyms aus dem Genspender DM58-1 allerdings nicht erreicht (partielle Deregulation). 



2.3 Bestimmung der L-Lysin-Ausscheidung 

Die Fahigkert. Lysin auszuscheiden. wurde in Stamm ATCC13032/pCS2 und als negative Kontrolle ii 
Stamm ATCCl3032/pZ1 bestimmt Nach Zusatz von 10 ug/ml Kanamycin wurde die Kultur. wte untei 
beschrieben, durchgefUhrt. Das Ergebnls des Versuches ist in Tabelle 2 zusammengefaM. 

Tabelle 2 



Ausscheidung von L-Lysin durch verschiedene C. glutamicum 

Stamme. 


C. glutamicum Stamm 


Konzentration an 
ausgeschiedenem 
L-Lysin *HCI (g/l) 


ATCC13032/pZ1 


0.0 


ATCCl3032/pCS2<£ DM 2-1/pCS2) 


7.1 



Bn 100 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen wird dabei mit 10 ml des folgenden Kulturmediums befiillt: 
ss 12 g/l Ammoniumsulfat 240 g/l Melasse. 60 ml/1 Sojamehthydrolysat und 10 g/l CaCCb. Nach An.mpfen 
werden die Kulturen 72 Stunden bei 30 o C und 300 rpm inkubiert Die Lysin-Bestimmung erfolgte im 
zentrifugiertan Oberstand mit Hilfe von Aminosaureanalysatoren. 
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3. Deletionskarti rung des DNA-Fragments von pCS2, das fUr eine feed-back resistente Aspartat- 
Kinas kodiert 

Durch voIIstMndige oder partielle Verdauung von pC$2 mrt verschiedenen Restriktionsenzymen und 
5 anschlieBender Behandlung mrt T4 DNA-Ligase bei niedriger ONA Konzentration wurden verschiedene 
Deletionsderivate konstruiert. Die Herstellung der verschiedenen Deletion sderivate 1st in Tabelte 3 zusam- 
mengefaflt und die Position der Deletionen in den verschiedenen Derivaten in Abbildung 3 dargestellt In 
Abbildung 3 ist ebenfalls das Resistenzverhalten der von C. glutamicum ATCC13032 abgeleiteten Stamme 
gegenQber AEC eingetragen. Auf diese Weise konnte die AEOResistenz vermittelnde DNA-Region auf ein 
to ca 1,5 Kb langes DNA Fragment eingegrenzt warden, welches in Piasmid pCS233 durch die Pstl- 
Klonierschnrttstelte und eine EcoRI-Schnittstelle begrenzt wird. 

Die Aspartat-Kinase-Aktivitat und die Hemmbarkeit der EnzymaktivitSt durch Mischungen von Lysin 
bzw. AEC und Threonin wurde in den konstruierten Klonen bestimmt Anzucht, AufschkiS und Aktivttatsbe- 
stimmung wurden. wie oben beschrieben. durchgefQhrt Auflerdem wurde die Fahigkeft der verschiedenen 
75 Kione untersucht L-Lysin auszuscheiden. HierfOr wurde ein Agarplatten-Diffusionstest mrt einem L-Lysin- 
auxotrophen Indikationsstamm von C. glutamicum verwendet Aus Tabelte 4 ist zu entnehmen. dafl 
samtliche AEC resistenten Stamme eine partiell deregulierte Aspartat-Kinase-Aktivitat besttzen und in der 
Lage sind, L-Lysin auszuscheiden. 
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Tabeile3 



Herstellung und AEC^-Phanotyp verschiedener Deletionsderivate des Plasmids pCS2 



Piasmid 



Konstruktion 



AEC^-Phanotyp 
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30 



pCS21 

pCS22 

pCS23 

pCS24 

pCS26 

pCS231 

pCS232 

pCS233 



hergestellt nach Verdauung von pCS2 mit Bam HI 
hergestellt nach Verdauung von pCS2 mit Bam HI und Bell 
hergestellt nach partieller Verdauung von pCS2 mit Sail 
hergestellt nach partieller Verdauung von pCS2 mit Xhol 
hergestellt nach Verdauung von pCS2 mit Seal 
hergestellt nach partieller Verdauung von pCS23 mit Pstl 
hergestellt nach partieller Verdauung von pCS23 mrt Dral 
hergestellt nach partieller Verdauung von pCS23 mit EcoRI 



R 
R 
R 
R 
R 
S 

s 

R 



35 



Zeichenerklarung: R = Resistenz, 
S = Sensitivitat 



Abbildung 3: Deletionskarte des Plasmids pCS2 
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Der obere Teil der Figur zeigt die von pCS2 abgeleiteten Derivate dor untere Teil zeigt die von pCS23 
abgeleiteten Derivate. Das Ampicillin Resistenzgen von pZ1 ist schwarz hervorgerufen; das Kanamycin 
Resistenzgen ist gepunktet dargestellt die iibrigen pZ1 Anteile von pCS2 sind durch Schraffur gekenn- 
zeichnet. Die Insertion von DM58-1 DNA ist als offener Balken dargestellt. Die Deletionen sind als Strich 
gekennzeichnet Abkiirzungen: BamHI. B: Bell C; Oral, D; EcoRI, E; Sail, S; Seal, A; Smal, M; Xhol X: 
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4. Sequenzierung eines DNA Fragments von Plasmid pCS24, welches den Phanotyp AEOResI 
s stenz vermlttett 



4.1 Sequenziermethode 

to Die Nukleotidsequenz des 2.1 Kb Pstl-Xhol-DNA-Fragments wurde nach der Methods von Maxam und 
Gilbert (Maxam. AM. et ah. Proc. Mali. Acad. Sa. USA 74. 560-564 (1977)) mrt den Modifikationen von 
Arnold und POhler (Arnold. W. et al.. Gene. 70.171 ff (1988)) bestimmt Die Subklonierung zur Sequenzie- 
rung ging dabei vom Plasmid pCS24 aus (Abb. 4). Dieses wurde nach E. coli MM 294 (Merelson. M. et al.. 
Nature 217 1110-1114 (1968)) transformiert und entsprechende Fragmente in die Sequenziervektoren 

ts pSVB2l"25' und 26 (Arnold. W. et al. . Gene. 70.171 ff (1988)) kloniert. Im E. coli-Stamm JM83 (Messing. J. 
Recombinant DNA Technical Bulletin NIH Publication No. 79-99 2. 43-48 (1979)) konnte Insertionsinaktivie- 
rung mittels XGal-Test (5-Bromo-4-chloro-indoly l-0-D-galactopyranosid) nachgewiesen werden. 

Die Sequenzierstrategie ist in Abb. 4 wiedergegeben. Die Nukleotidsequenz wurde von beiden DNA- 
Strangen mit Oberlappenden Klonen ermittelt. 



4.2 PNA-Sequenz des 2.1 Kb Pst I- Xho I - DNA Fragments 

Das sequenzierte DNA- Stuck ist 2112 bp lang. Es tragt Restrikfionsschnittstellen fur die Enz^e Bglll. 
Dral EcoRI Hindlll. Nael. Pstl. Sail und Xhol. mit denen auch die Subklone hergesteltt wurden (Abb. 5). 
Die Nukleotidsequenz wurde mit dem Sequenzanalyse-Programmpaket ANALYSED (Staden, R et al.. Nucl. 
Acids Res. 14. 217-232 (1986)) bearbeitet 
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AK (a) 0 ASD ' 
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^rVr^?*^"' 4110 ?1 " aida P CS23 ?«2* ver»i«.l a ebeaso vi. d.r Kl'oo 
PCS2 ^AEC.R«i«enx und Lysin-Produktion. Die «hr»«i«rten B.lk.n «.U.n 
den V.keoranceil der Pl«smide d*r. 

Sequenzierstracegie: cU, 2.1 kb WcI.Jft0I-Fra5.ene d.. Pl^mid* pCS24 vurd. 
»ic d.a eingexelchnecen Restrikcionssehnittjfc.nen subklonierr. Di. P5.il. 
«eben Jev.il, den s.ouewi.rten Bereich und di. L.«richcun S en. 

U>. Bglll (C). #I*dIII <H). tfael (K). Px« (P). MX (S ) und XhoX (X). 
D«unter «i»d die 2 offenen U«r«c.r «.«i 8 c. die far di. tfncer.inh« it .n 
der Asp*rt*tkin*s. und fOr Asp.rtat^.SeBialdehyd-O.hydros.n^. eodi.ren 



Es finden sich 2 lange offene Leseraster (ORF) auf dem sequenzierten DNA-Stuck. Beide sind von der 
Pstl-Schnittstelle zur Xhol-Schnittstelte hin angeordnet. Es befindet sich nur ein kleiner Bereich von 26 bp 
zwischen betden. Vor dem 2. ORF befindet sich eine Ri bosom en bindungsstelle (RBS) (806-809 AGGA 
gefolgt von dem Startcoon ATG). Ebenso wurde innertialb des 1 . ORPs eine RBS tokalisiert (AGGA, 268- 
271 mit Startcodon GTG). 

Der ORF1 hat eine Lange von 264 Aminosauren (AS), gerechnet von der Pstt-SteHe und von 172 AS 
55 (entsprechend 18.6 k Dais) von der internen RBS aus. ORF2 ist 342 AS (36,1 K Dais) lang. 

Direkt hinter dem ORF2 befindet sich eine mSgliche Transkriptionsterminationsstruktur, eine sogenannte 
Haarnadelschleife, gefolgt von mehreren Thyminresten (1864-1900). Diese Anordnung ist charakteristisch 
fur p-unabhangige Terminationssignale in E. coli und anderen Bakterienspezies (Ahyda et al. Ann. Rev. 
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Biochem. 47, 967-996 (1978)). Der hier vortiegende Terminator hat elne Stabilttat von mehr als -40 kcal/mol 
bei 30°C. ~~~ 

Bn mSglicher Promoter fur ORF2 wurde innerhalb des ORF1 ermittert (409-437). TTGACA-17 bp- 
TATTCT). Die -35-Region und der Abstand zur -10-Region entsprechen genau dem E. coli-Consensus- 
s Promoter (Hawley, D.K. et aU Nucl. Acids Res. 11^. 2237-2255 (1983)). die -10-Region ist der E. coli- 
Consensus-regk>n (TATAAT) sehr ahnlich. 
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Abb. 5 DHA-Scqu«nx und *bgel«ic«c« AainoiAur«ioquenz»n d*s 2.1 fcb PxcI-JChoI- Fragment* 

AlaValAl aliuAl *Al aAUUuAinAlaAspValCysCluI 1 *TyrS«rA*?ValA« pGly V*lTyTThrAl*A* P ProAr E ll*V 
CTCCAGTTCCGTTCCCACCTGCTrTCAACGCTCATCTCTGTCACA^ 
Fsel 10 20 30 40 50 60 70 80 90 

pTQAjnAl*CltXysI^uCluLysI^uS«rFh«CluCluMttl^uCluI^\iA.l*Al*VAlClyS«rLy«l l«I^ uVAlL«uAxtS«rY 
TTCCXAATGCACACAACCTCCAAAACCICACCTTCCAACAAATCCTCCAACTTCCTCCTCTTCCCTCCAACATTn 

100 110 120 130 140 150 160 170 180 

CluTyrAl«ArsAla*heJLsnVAlProI^\jArgV*l^ 
20 TTCAAXA.CC CTCCrrCCATTCAATCTCCCACTTCCCCTACCCTCCrrCTTATACTAATCATCCCCCCACi 1 J.UATTCCCCCCTCTATCCACC 

190 200 210 220 230 240 250 N»«I *** 

Il«?roV*lCluCluAl*V*lI*uTbrGlyValAlaT^rA*?LysSe^ 
ATATTCCTCrrCCAACAACCACrrCCTlACCCCTCTCCCAACCCACAACTCCCAACC 

* --> 290 300 310 320 330 340 350 260 

25 

GluiOajaal.y»Val?heArgAlaX*\^laA«Al*CluIleA*^ 
CCCAC^CTCCCAACCTTT^CCCTCCCrrrCSCTCATCCACAAATCAACArrCACATCC^ 

370 380 390 400 410 420 Pail 00 440 *50 

TbrA«?IleTJirFheTlirCys?roAr gS«rAi?ClyAxgArgAla«« =CluIl«LauLy« Lys LeuClnValCinClyAsnlrpIhrA 
CCACCSACATCACCTTCACCTCCCCTCST^CCGACCCCCCCCGCSCCATCG^^ 

460 470 480 490 500 3*111 510 Htndlll 530 540 

Vall^tiTyrAspA^ClnValClyLysVxlS erL*uV*lGlyAlaGlyHe zLysS erHit ProG ly ValT^rAlaCl uPSfeM c rGluA 
ATOTCCrrtACCACCACCACCTCCCCAAACXCTCCCTCCTCCGTCCTCCCA-^ 

550 560 570 580 590 600 610 620 630 

I*uAx5A^VaUraValAsnIleGl%iL«uIl*S«r^ 
CTCTCCGCCATG7CAACGTCAACATCCAA2TtyLT^ 

£40 650 660 670 680 690 700 710 720 

AqaAr^l^uHl«CluClnPh*GlnI^uGlyCly<;iuAjpCluAl*Val V*lT^ AlaGlyThrC lywrgOC 

CXCCACCTCCATrCCATC^CACTrCCACCTCCCCCCCCAAWCCAACCCCTCCTTTA 

7J0 740 750 760 770 780 790 800 Dral**** 

45 M*cThrT^Il»Al»VxlV*lClyAlaProAl^rgS«rAl»ArfUuCy«Al*Pr aPh«T rpLy8S«rAlJll*S»rGl 

TJU^TTTJLCAATCACCACCATCCCAGTTOT 

820«> 830 840 850 860 870 *80 890 900 

l*uXhrI*uPhaValSarl*uI*uFroTlirSerAlaClyAr^^ 
SO CCTCACACTGTICGTTTCTOCCTCCCCACGT^ 

910 920 930 940 950 EcoRl 960 970 980 990 

Al*ThrCluCluS.rl^y«A*pIle^ 

WCAACCCA<WAGTCCCTCAACCACATC(^CCTTCCCTTt^TCT 

1000 1010 1020 1030 10*0 1050 1060 1070 ?«I 
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AlaClyAl*T^V^ValA*pA*nS«r£erAl»TrpAr S Ly*A*^ 
TCCACCCGCGACTCTrnTIWATAACTCTTCTCCT^^ 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 

A*pS«rl*u^Ly»ClyIleIl*AlaA*TiPraA*nCy*T^^ 
CMTCCCTOTCAACGCCAXTATTCCCAACCCTAATO 

1180 1190 1200 . 1210 L220 1230 1240 1250 1260 

I*uV« lLy«L«uHi sV*lS «rS»rTyrCT^«VUS»rGlyS«rCl y ^ 
TC110fcAAACC7TCACSTTTCCTCTTACCACG ClU»i4L C0 U^llU^^ 

HlndHI 1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340 F«X 

ClyA*pHi^Axr>ValCluJh«VAlHi*A*pClyClnAl^lj^ 
TCCACACCACAAC(riTCAGTTCSTCCATCATCCACA<^ 

1360 1370 1380 1350 1400 1410 1420 1430 1440 

Al*U«Al*Cly/-si^uV*lAs?A^GlyThr?heClu^ 
TCCCAICS CCCGA^-^C CT CCTCG ATC ACCGCACCrrCCAA^XCCATCAACAC CACAAC CTTCCCCAACCAAT CCCCCAACATTCTCCCTCT 
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 

?r©A^UiiysV*lS«rClyThrCy*V*lAr S V*l?r©^ 
CCCACACCTCAACCTC7CAGSCACCTGCSTTCCCSTGCCC 

1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600 EcoRl 1620 

• 

25 

ThrV*lA^ClaAl*ClnCluIlel*uGlyAl*Al*S«r^ 
CACCSTCCACCACCCCCACCACATCrrCCCTCCCCCrrCACCCCTCAA^ 

1620 1640 3glII1650 1660 Hit-Ill 3*11 1690 1700 1710 

CluS*rUii**lMyArsIleAx^laA*p5*rTW 
30 CCA^CCCrCSTICCACCCATCCCTCACCACTCCArrGTCCACSAlAACro 

1720 1730 1740 Sail 1760 1770 1780 1790 1800 
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A^aAlAAlaLcuAsnIhrIleClnIl«Al»CluLftuLauValLys _______ _ 

C^TCCTCCCCTAAACACCATCCACATCCCTCACC,: GC I ; lAACTAAAAACCCCCCATlAAAAACTCCCCrrCACTCCTACACTrZAA 
1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 



CCCCCCTTTtAAlCTTTCACCCCCCAXCCCCC^ 

1900 1910 1920 1930 Eeo&I 19S0 1960 1970 1980 

TCCTCAXACCCClAGCCATAAAGAAfAICAAAA^ 

1990 2000 2010 2020 2030 Hindi 1 1 2050 2060 2070 

CCTCTACCSACCCCTTCATACrCTCCATCCATCCACCTCCAC 
2080 2090 2100 XhoX 

Di* Aainos*urcs«qucnsen von 0RF1 CI -794) und 0RT2 ( 821- 1846 > sind in 3-fiuchscab«n-Cod« 
*agegeben. 01* lhiaa*ri*run( unctrhalb d«s DNA-Scr*ng«s besiehc sieh mu£ dim. DHA-S«qu«nx. 
Dl« Nub en der zuSr S*qu«nxltnmg bcnuczccn Xloni«rsehnic=xc*ll*n sind ebanfallx uncarbalb 
elngacTtgen. Ribesosenblndungssccllcn sind durch Seem* (*), Scarceodon* durch ?f«ll* 
(-->> und di* Terairt*corscruiccur durch Balkcn (————) aarklarc. 



50 



4.3 Analyse der Aminosauresequenz 

55 Die von ORF1 und ORF2 translatierten Aminosauresequenzen wurden mrt den bekannten Sequenzen 
der Aspartat-Kinasen (AK) I (Cassan, M. et al.. J. Biol. Chem. 2_, 1052-1057 (1986)) von E. coii und der AK 
II von B. subtilis (Chen, N.-Y. et al., J. Biol. Chem 262 , 8737-2255 (1987)) bzw. den AS- Sequenzen der 
Aspartatsemialdehyd-Dehydrogenasen (ASA-DH) von E. coli (Haziza, C. et al., Em bo J, 379-384 (1982)) 
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und Streptococcus mutans (Cardineau, GA. et al.. J- Biol. Chem. 262, 7. 3344-3353 (1987)) verglichen. 
Dazu wurden die Programme MALIGN (Sobel. E. et al.. Nucl. Acids Res. 14, 363-374 (1986)) und DIAGON 
(Staden R et al. Nucl. Acid Res. 14. 217-232 (1986)) benutzt. Es zeigten sich signrfikante Oberetnstimrmin- 
gen zwischen ORF1 und den AK-Sequenzen einerseits und ORF2 und der ASA-DH-Sequenz von S. mutans 

s andererseits. Zur E. coli ASA-DH zeigten sich nur schwache Homoiogien, vomehmlich allerdings im Bereich 
des aktiven Zentrums (Haziza, C. et al., Embo J. 1^ 379-384 (1982)). 

Aus den Computeranalysen ergibt sich folgendes: 
- ORF1 entspricht dem C. Terminus der Aspartat-Kinase, d.h. es fehlen etwa 160 AS vom N-Termtnus 
sowie die komplette Promotorregion. 

io - ORF2 entspricht der Aspartatsemialdehyd-Dehydrogenase. A „ „ ^ _ _ 

Die Homologie des ORF1 mit der B. subtiHs-AK II ist fOr den Fachmann augenfa*lhg. Die AK II besteht 
aus Ubertappenden Untereinheiten (Chen. N.-Y. et al.. J- Biol. Chem 262. 8787-8798 (1S*7)). Dabei 
entspricht die /J-Untereinheit dem C-Terminus der «-Untereinheit Da die im ORF1 gefundene RBS in ihrer 
Position genau mit der RBS dieser AK tibereinstimmt. kann im Analogieschlufl gefolgert werden. daB hier 

rs die klonierte 0-Untereinheit der AK von C. glutamicum vorlegt. 



5. Expressionsexperimente 

so 

5.1 Komplementation asd* und lysC-negativer Stamme von E. coli. 

Die Identitat des ORF2 mit dem asd-Gen konnte durch Komplementation des asd-negativen E. coli- 
Stammes RASA 6 (Richaud, F. et al.. C.R Acad. Sc. Paris. 293. 507-512 (1981)) durch die Pla smide ^ pCS2 
25 und pCS24 belegt werden. pCS23. bei dem etwa 50 Aminosauren vom C-Terminus der ASA-DH fehlen 
komplementiert nicht Keines dieser Plasmide war in der Lage, den AKI-III negativen E. coD GIf 106 Ml 
(Boy. E. et al.. Biochemie 61^. 1151-1160 (1979)) zu komplementieren. 

so 5.2 Bestimmung der spezifischen Aspartat-Kinase (AK) und Aspartyl-frsemial dehyd-Dehydrogenase (ASA- 
OH)1n Transfc7manten von ATCC13032 mit verschiedenen pCS2 Deletionsderivaten. 

Die unter 4.3 aus Homologievergleichen gefolgerten AnalogieschlUsse. nach denen das PstlOOiol 
Genfragment aus DM58-1 nur ein Teil des lysC Gens (AK). aber das vollstandige asd-Gen beherbergt. 

35 konnten durch Enzymmessungen eindeutig bestStigt werden. <T ^ <onoo e . ^ . 

Kein mit pCS2 oder einem pCS2 Derivat transformierter C. glutamicum ATCC13032 Stamm enthalt eine 
gegenUber dem Empfangerstamm erhohte Aspartat-Kinase Aktivitat (T abelle 4. Spalte 3). 

DemgegenUber war in alien Transformanten. deren Plasmide das asd-Strukturgen enth.elten. erne 
starke Oberexpression der ASA-DH nachweisbar (Tabelle 4. SpaHe 2. Abbildung 3 und I £ Die Pla^ide 
40 PCS23 und P CS23-Derivate fuhrten erwartungsgemaC nicht zu einer Uberexpress.on der ASA-DK Aufgrund 
der hohen Labilitat der ASA-DH schwanken die Faktoren der aus der spezifischen Aktrvrtat kalkuherbaren 
Oberexpression von 31 - 65. 



45 6. Enzymeigenschaften und L-Lysin Ausscheidung 

Die fur ATCC13032 pCS2 nachgewiesene L-Lysin Ausscheidung von 7,1 g/1 in 72 Stunden (Tabelle 2) 
laBt sich damit auf zwei gentechnisch realisierte Veranderungen zuriickfOhren. 

a) Ktonierung der Regulationsuntereinheit der Aspartat-Kinase aus DM58-1 ohne Erhohung des 

50 ~«"^ aus DM58-1. die zur 31-65fachen Ert*- 

hung des zellularen Enzymgehalts fuhrt 



55 Anspruche 



1 Verfahren zur Herstellung von L-Lysin. dadurch gekennzeichnet. dafi man rekombinante DNA, die aus 
einem DNA-Fragment. das eine fur die Produktion von Proteinen, die zu einer Aspartyl-fl-semialdehyd- 
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Dehydrogenase (asd) Aktivitat und/oder zur Deregulation derAspartat-Kinase (lysC) fOhren, kodierende 
genetische Sequenz aufweist die von eirtem Mikroorganismus der Gattung Corynebacterium oder Brevi bac- 
terium stammt und aus Vektor DNA besteht, in einen Mikroorganismus der Gattung Corynebacterium oder 
Brevibacterium inseriert. denso erhaHenen Tran storm anten in eirtem geeigneten Medium ztlcrrtet und das 
5 gebildete L-Lysin daraus abtrennt 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet dafl die rekombinante DNA aus eirtem in eirtem Mikroorganismus der Gattung 
Corynebacterium oder Brevibacterium replizierbaren Plasmid besteht 

3. Verfahren gemSB Anspruch 2, 

io dadurch gekennzeichnet, daB der in dem Plasmid enthaltende Vektor in einem Mikroorganismus der 
Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium repQzierbar ist und aus der Gruppe pZ1, pCV34, pCV36, 
pCVX4, pCVXIO, pCVX15, pZ9. pZ8-1. pCV35. pECMI, pECM3 ausgewahlt wird. 

4. Verfahren gemaB einem oder mehreren der AnsprUche 1 bis 3, 

dadurch gekennzeichnet, daJ3 die rekombinante DNA aus dem Plasmid pCS2 besteht enthaiten in 
75 Corynebacterium glutamicum DSM 5086. 

5. Verfahren gemaS Anspruch 4. 

dadurch gekennzeichnet, dafl die rekombinante DNA aus den aus dem Plasmid pCS2 abgeleiteten 
Derivaten pCS21. pCS22. pCS24. pCS26 besteht 

6. Verfahren gemafl Anspruch 4, 

20 dadurch gekennzeichnet. dafl die rekombinante DNA aus den aus dem Plasmid pCS2 abgeleiteten 
Derivaten pCS23 oder pCS233 besteht 

7. Mikroorganismus der Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium. enthaitend eine rekombinante 
DNA, die aus einem DNA-Fragment das eine fur die Produktion von Proteinen, die zu einer Aspartyt-^- 
semialdehyd-Dehydrogenase (asd) Aktivitat und/oder zur Derguiation derAspartat-Kinase (tysC) filhren, 

25 kodierende genetische Sequenz aufweist, die von einem Mikroorganismus der Gattung Corynebacterium 
oder Brevibacterium stammt und aus Vektor DNA besteht. 

8. DNA-Fragment enthaitend eine genetische Sequenz, die filr die Produktion von Proteinen, die zu 
einer Aspartyt-0-semialdehyd-Dehydrogenase (asd) Aktivitat und/oder zur Deregulation der Aspartat-Kinase 
(lysC) fuhren. in einem Mikroorganismus der Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium kodiert, mft 

so einer Lange von 9,9 kb, wie in Abb. 2 dargestellt 

9. DNA-Fragment gemafl Anspruch 8, im wesentlichen bestehend aus einer genetischen Sequenz, mit 
der Lange von 2,1 kb, begrenzt durch eine Pst I- und eine Xho l-Schnittstelle, gekennzeichnet durch die in 
Abb. 5 wiedergegebenen Aminosauresequenzen. 
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